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excreta  is essential before  immunoreactive measurements are  interpreted as biologically  relevant. 
We compared  the kinetics of excretion and  the metabolization of  [3H]‐corticosterone  in males and 
females of two galliform species, Japanese quail (Coturnix japonica) and domestic fowl (Gallus gallus 
dom.).  All  animals  were  injected  with  [3H]‐labeled  corticosterone  and  droppings  were  collected 





for  qualitative  analyses  of  excreted  metabolites  using  thin  layer  chromatography  (TLC).  TLC 
separated  at  least  seven  radioactive  corticosterone  metabolites  (CM)  in  the  droppings  of  both 
species; corticosterone itself was not present in droppings. The quantity and quality of excreted CM 










Birds  and  other  vertebrates  respond  to  unpredictable  physical  or  social  changes  of  their 
environment  with  rapid  increases  of  circulating  corticosterone  levels.  Short‐term  corticosterone 
pulses  facilitate  behavioral  and  physiological  responses  to  unpredictable  events  and  help  the 
individual to cope with unexpected changes in an adaptive way (Wingfield et al., 1998). For example, 
sexual motivation and social competition may provoke glucocorticoid responses. However, repeated 
or  long  lasting disturbance may  result  in chronical activation of  the hypothalamo‐pituitary‐adrenal 
axis, which may impair the  immune system and parasite resistance (Wingfield et al., 1997; Raouf et 
al.,  2006).  This  refers  to  the  concept  that  at  certain  times  an  animal  has  to  struggle  harder  (i.e. 
expend  more  energy),  to  maintain  homeostasis  (‘allostatic  load’),  which  may  be  viewed  as 






experimenter  is seen,  i.e.  in anticipation of being caught and handled (Dittami, 1981). To avoid the 
effects  caused  by  the  sampling  procedure  itself,  a  feedback‐free  alternative  is  favorable.  A  non‐
invasive  alternative  to  blood  sampling  is  to  collect  individual  droppings  for  measuring  levels  of 








be  very  active  in  metabolizing  steroid  hormones.  Conjugated  steroid  metabolites  have  a  higher 
polarity, are more hydrophilic and can be excreted via urine and feces  (Florkin and Stotz, 1963).  In 
birds, renal and fecal excreta are jointly excreted through the cloaca and therefore, CM in droppings 
of  birds  are  of  renal  and  fecal  origin  (Klasing,  2005).  Levels  of  excreted  steroid  metabolites  are 
cumulative  and  integrative  measures  over  time  and  therefore,  reflecting  the  glucocorticoid 
production  during  an  earlier  period,  as  one  has  to  consider  the  gut‐passage  time  or  uric  acid 
production (Goymann, 2005; Goymann and Wingfield, 2004). This can be advantageous, for example, 






Tetrao  urogallus:  Thiel  et  al.,  2005;  black  grouse,  Tetrao  tetrix:  Baltic  et  al.,  2005).  Yet,  the  non‐
invasive  measurement  of  excreted  corticosteroid  metabolites  (CM)  in  droppings  of  the  Japanese 
quail  (Coturnix  japonica)  has  not  been  solved  thus  far.  There  are  few  examples  in  the  literature 
showing that excreted steroid metabolites may vary between the sexes within a species, presumably 
due to nutrition and the microfauna of the gut (Touma et al., 2003; Goymann, 2005), and probably 
metabolites  also  differ  even  between  closely  related  species  (Palme,  2005).  In  domestic  fowl 











female  fowl  (2 Altsteirer, 3 bantams, 2 bantam‐laying hen hybrids) came  from own breeding  (KH), 
male  fowl  (Dorkings) and  Japanese quail came  from  local private breeders. Visual contact between 
individuals was prevented. Particularly the male fowl had to be familiarized to their cages prior to the 
experiment and we allowed two weeks for acclimatization. The Japanese quail and female fowl were 
calmer  than  the  male  fowl  and  experiments  could  be  started  already  after  three  days  of 
acclimatization to the cages. All animals had a wooden floor with sawdust litter, which we removed 





a UWE Handi‐Weigh  spring  balance.  In  both  species males were  bigger  than  females  (Tab.1).The 




After collecting a control dropping  (T0), we  i.v.  injected the  [3H]‐corticosterone between 09:00 and 
10:00h.  Each  animal  was  given  0.5ml  [3H]‐corticosterone  that  are  equivalent  to  1.7MBq  of  [3H]‐
corticosterone (NET‐399; [1, 2, 6, 7‐ 3H (N)]‐corticosterone; specific activity: 2830.5 GBq/mmol, New 








used  small  plastic  bags  for  collecting  the  excreta  of  domestic  fowl  and  2  ml  Eppendorfs  for  the 
Japanese quail. We also collected cecum droppings to analytically characterize the CM composition 









Packard  Instruments,  Meridien,  CT,  USA),  while  running  a  quench  compensation  program.  After 
evaporation and redissolving the extract in100 µl of 100% methanol the extracts were used for thin 
layer chromatography (TLC).  
Furthermore,  we  tested  two  methods  to  deconjugate  the  excreted  CM,  i.e.  enzymatic  (using  ß‐
Glucuronidase/Arylsulphatase)  and  chemical  deconjugation  (using  sulphuric  acid)  prior  to  TLC 
analyses.  Six  samples  were  used  for  the  deconjugation  tests.  For  the  enzymatic  and  chemical 











at  40°C  under  nitrogen.  For  the  enzymatic  deconjugation  we  added  500  µl  ß‐Glucuronidase  / 
Arylsulphatase  (Merck  EC  3.2.1.31  and  EC  3.1.6.1).  The  dilution  factor  of  the  ß‐Glucuronidase  / 
Arylsulphatase was 1:100 (in a sodium‐acetate‐buffer 0.2 mol/l, pH 4.8). The  incubation  lasted over 



















contained  chloroform  and  acetone,  at  the  rate  of  20:5,  and  at  last  into  solvent  C  that  contained 
chloroform acetone, at  the  rate of 20:1. Total distance  traveled by solvent A was 6 cm, 10 cm  for 
solvent B and 16 cm for solvent C. The samples were spotted onto the plate using a Linomat (CAMAC 









hours  post‐treatment  and  plotted  as median  Bq/mg  levels  from N  individuals  per  hour. We  also 
calculated the minutes until the first and second peak of excretion to compare individual delay times 
of excreting the radioactive  label.  Individual peak excretion was defined as Bq/mg greater than the 














(Fig.  2). Male  and  female  quail  had  relatively  similar  delay  times  between  treatment  and  peak  R 
excretion  (first R maximum: after 30 and 60 min; second maximum: after 180 and 210 min, males 
and  females  respectively).  In  the  fowl, males  took  longer  than  females  to excrete  the  radioactivity 
(first R maximum: 2 and 1.3 h; second R maximum: 4.5 and 2.5 h, males and females respectively; Fig. 
3).  For  simplicity,  we  will  refer  to  the  second  R  maximum  sample  as  ’feces‘.  Male  fowl  took 






The  first eluate of  the primed Sep‐Pak C18 cartridges during  the  chemical deconjugation  contained 
only minor background  radiation. Thus, as expected,  the majority of  the excreted  [3H]‐marked CM 
was  solved  in  the  methanol  phase.  Cecum  droppings  from  quail  (1  male  and  5  female)  mostly 
contained  higher  radioactivity  levels  than  the  peaks  measured  in  non‐cecum  excreta.  We  also 
observed  a  wide  range  of  R  in  cecum  droppings;  for  example  we  had  130.9  Bq/mg  in  a  cecum 
dropping  that  was  displaced  six  hours  post‐treatment,  while  another  cecum  dropping  deposited 








highly  polar,  as  detectable  TLC  bands  appeared  best  in  the  solvent  A  containing methanol.  Both 
acetonic solvents (B and C) did not elute any radioactive particles. The TLC ‐ autoradiograms allowed 
distinguishing  bands  in  all  samples  from  both  species.  Second  R  maximum  droppings  from  fowl 
contained a higher number of metabolites than first R maximum samples;  in quail a similar number 
of  compounds  were  separated  in  droppings  from  first  and  second  R  maxima.  However,  in  both 
species only a minority of bands eluted with identical Rf values, as well as in males and females, and 
in first and second maximum samples (Fig. 4). Thus, the first and second R maximum droppings were 
composed of different CM, which underlines  the assumed distinction between a  renal and a  fecal 
pathway. 
 
The majority of  separated  compounds  containing R  remained unknown. However,  in both  species 
some  of  the  bands  co‐eluted  with  Rf  close  to  the  Rf  of  known  standards,  in  particular  estrone‐
conjugates.  In  female quail,  for example,  first and  second R maximum  samples eluted with  seven 
bands,  three of which could be  identified  (estrone‐glucuronide, estrone‐sulphate and cortisol);  the 
remaining four bands were not identical between first and second R maximum samples (Fig. 4). Also 
in droppings from male quail and fowl a varying number of radioactive CM was separated in the TLC, 
only  two  of  which  were  similar  to  the  known  standards,  i.e.  estrone‐glucuronide  and  estrone‐
sulphate (Fig. 5). Remarkably, none of the samples contained corticosterone itself. 
 
Dropping  samples  contaminated with  cecum generally eluted a higher number of bands  than  first 







generations.  Yet,  the  non‐invasive  monitoring  of  glucocorticoids  in  quail  droppings  has  been 
problematic  so  far.  The  presented  radiometabolism  study  shows  that  corticosterone  metabolites 
(CM) of extremely high polarity are excreted in the droppings of both species, but no corticosterone 
itself.  Furthermore,  the  radioactivity  was  excreted  with  two  radioactivity  (R)  maxima,  probably 
representing renal versus fecal origin. And finally, chromatographic separation revealed different CM 
in  first  and  second  R  maximum  droppings,  as  well  as  between  sexes  and  even  between  closely 
related species.  
 
In  mammals,  urine  with  maximum  R  was  collected  already  during  treatment  with  radio‐labeled 
(infusion) or in the first sample after treatment. Maximum R in feces took much longer, for example, 
12 h in sheep, or 48 h in pigs (Palme et al., 1996). In birds urine and feces are jointly excreted through 
the cloaca. Thus,  the  first R maximum  from  renal excretion cannot be measured separately with a 






The  excretion  patterns  of  radioactivity  based  on  injected  [3H]‐marked  corticosterone  clearly 




and,  therefore,  fecal material will always be contaminated with urine  (Klasing, 2005). Our data on 
excreted R allowed distinguishing  faster urine  from a  slower  fecal pathway. The  first maximum of 
radioactive excretion was of pure renal origin (with a non‐radioactive fecal part), whereas the second 
maximum  probably  represented  fecal  R  excretion  combined with  urine  (Möstl  et  al.,  2005).  Even 
though the two routes of excretion of CM have been discussed before as a potential source for bias 
of metabolisation  rates  in other bird species  (Goymann et al., 2002; Hiebert et al., 2000), we now 
present both, qualitative and quantitative evidence  from  two closely related galliform species. The 
regular feeding behavior of quail and fowl in the lab setting and their relatively frequent defecation 
rates  (2.0 ± 0.7 per hour  in quail and 2.8 ± 0.9 per hour  in  fowl) were probably advantageous as 
compared with disrupted feeding periods in passerines (Goymann et al., 2002) or the rather irregular 
feeding events in owls (Wasser et al., 1997). The 180 min gut passage time in male quail (Fig. 3) was 




between  males  and  females.  However,  we  were  not  able  to  evaluate  the  total  recovery  of 
radioactivity as  the wooden  floor probably absorbed some of  the R excreted via  liquid urine parts. 
For better results future studies preferably may chose a non‐absorbing floor or plastic sheets. For the 
practical  aspect  of  collecting  droppings  either  first  R maxima  (faster  renal  pathway)  or  second  R 
maxima  (longer  gut  pathway)  may  be  chosen,  however,  mixing  the  two  pathways  is  not 
recommendable.  This may  be  different  in mammals:  in mice,  for  example,  females  excreted  the 
majority of R via urine whereas males excreted most of the administered R via feces (Touma et al., 




This  illustrates  that when  comparing  species,  gut  passage  time may  not  be  regarded  as  a  simple 
function of the body size.  
 





the  excreta  from  males  and  females.  This  sex‐specific  difference  in  the  metabolization  of 
glucocorticoids occurred in both species studied and might well be common in galliforms. Similar sex‐
specific patterns have been  reported  for one passerine bird  species  (Saxicola  torquata, Goymann, 
2005) and  for mice  (Mus musculus  f. domesticus, Touma et al., 2003) while  in other birds, such as 
geese  (Anser anser) and penguins  (Pygoscelis adeliae) the major excreted CM were more similar  in 
males and females (Nakagawa et al., 2003; Möstl et al., 2005). Even though speculative, potentially, 
the results from galliforms imply that females might handle stress load in a different way than males, 
because of different clearance  rates  (Fig. 3) and a more variable degree of metabolization  (Fig. 4). 







2005).  CM  measurements  from  cecum‐material  remain  unpredictable  as  long  as  we  cannot 
determine  how  long  the  dropping  material  had  been  deposited  (and  subject  to  microbial 
degradation)  inside  the  ceca  before  being  excreted.  Therefore,  in  practice  collection  of  cecum 
 15




This comparative study  in quail and  fowl shows that even  in closely related species glucocorticoids 
are excreted as different metabolites and that there  is also a sex‐specific difference within species. 
Our  results  revealed  that each dropping contained  several different metabolites, while  remarkably 
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was  applied.  Bands  eluted  from  the  bottom  upwards:  estrone‐glucuronide,  estrone‐sulphate, 








Figure  3:  Mean  (±  SE)  delay  time  (minutes)  between  treatment  and  maximum  R  excretion, 
representing  [3H]‐labeled  corticosterone  metabolites,  in  male  and  female  domestic  fowl  and 
Japanese  quail.  First  R  maxima  assumingly  represented  renal  excreta  (urine),  second  R  maxima 
assumingly represented fecal excreta.  
 
Figure 4: Rf‐Values of each  species and  sex of normal droppings and  cecum droppings and  the Rf‐






sulphate,  C:  cortisol,  CC:  corticosterone  and  P4:  progesterone).  Thin  lines  are  first  R  maximum 
samples (presumably urinary excretion), thick lines represent second R maximum samples of female 
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  2.5  1.5 331 273
  2  1.2 280 265
  2.5  1.3 281 271
  2.5  1.9 267 268
  2.5  1.0 276 265
  2.5  1.1 282 270
  2.5  1.7 278 275
Mean  2.4  1.3 285 269.6





















Minutes  post  treatment








































































1: Female quail 1st peak
2: Female quail 2nd peak
3: Male quail 1st peak
4: Male quail 2nd peak
5: Female fowl 1st peak
6: Female fowl 2nd peak
7: Male fowl 1st peak
8: Male fowl 2nd peak
  9: Standards
10: Femle quail caecum
11: Male quail caecum
12: Female fowl caecum
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Wachteln  (Coturnix  japonica)  eignen  sich  durch  ihre  schnelle  Generationsfolge  und  ihre  kleine 
Größe sehr gut als Labortiere. Die Messung der Ausscheidungsmetaboliten von Kortikosteron erwies 
sich jedoch, im Gegensatz zum Haushuhn, als bisher nicht durchführbar. Ziel dieser Diplomarbeit war 
es,  Ausscheidungsverlauf  und  Eigenschaften  von  Kortikosteronmetaboliten  im  Kot  von  zwei 
Hühnervogelarten,  den  Wachteln  und  den  Hühnern  (Gallus  gallus  domesticus)  darzustellen. 
Kortikosteron  gehört  zu  den  Glukokortikoiden,  das  sind  Nebennierenrindenhormone,  deren 
Konzentration bei Belastung ansteigt um zusätzliche Energien zu mobilisieren.  
Bei  Belastung  (Stress)  kommt  es  zur  Aktivierung  der  Hypothalamus‐Hypophysen‐
Nebennierenrinden‐Achse  (HPA‐Achse).  Im  Hypothalamus  wird  Corticotropin  Releasing  Hormone 
(CRH) ausgeschüttet. Die Adenohypophyse setzt daraufhin Adrenocorticotropes Hormon (ACTH) frei, 
welches  über  das  Blut  zur  Nebennierenrinde  gelangt  und  zur  Synthese  und  Sekretion  von 
Kortikosteroiden  (Glukokortikoide)  führt. Diese  fettlöslichen  Steroidhormone werden  in  der  Leber 
metabolisiert, über die Nieren in den Urin abgegeben bzw. über die Galle in den Darm und über den 
Kot abgegeben (PALME et al. 2005). 
Traditionellerweise  wurden  Glukokortikoide  und  andere  Steroidhormone  im  Blutplasma  oder 
Serum  gemessen.  Besonders  bei  der  Messung  von  Stresshormonen  sind  Blutentnahmen 
problematisch, da die meisten Tiere einerseits schon beim Anblick des Fängers bzw. des Handlings 
eines anderen  Individuums eine konditionierte Reaktion (z.B. Hormonausschüttung) zeigen (Dittami 
1981).  Bei  kleinen  Tieren  ist  die  Blutmenge  limitiert  und  wiederholte  Probeentnahmen  sind  nur 
begrenzt möglich. Weiters kann ein wachsender Gewöhnungseffekt die Vergleichbarkeit der Proben 
stark  beeinflussen.  Nicht  ‐  invasive  Methoden  sind  für  das  Tier  nicht  Stress  erzeugend,  nach 





Reaktionsablauf  zum Nachweis  einer  Substanz mit  einer  spezifischen Methode),  der  sich  also  bei 
einer  Art  als  sinnvoll  erwiesen  hat,  muss  nicht  unbedingt  auch  bei  einer  anderen  Art  gleich  gut 
funktionieren. Korrekterweise  sollten deshalb Hormonmetabolitenmessungen aus Kotproben  jeder 
neuen Art analytisch  (biochemisch), physiologisch  (quantitativ) und biologisch  (angewandt) geprüft 
und  validiert werden  (Palme  et  al.  1996;  Palme  2005; Goymann  et  al.  2005;  Touma  et  al.  2003; 
Buchanan & Goldsmith  2004; Hirschenhauser  et  al.  2005). Bei Hühnern  hat  sich  gezeigt,  dass  die 
Summe  aller  immunreaktiven Metaboliten  im Kortison Assay höher war,  als die  im Kortikosteron‐ 
und Tetrahydrokortikosteron Assay gemessenen Verbindungen (Rettenbacher et al. 2004).  





Bei  Vögeln  ist  der  Blinddarm  paarig.  Hühner‐  und  Entenvögel  haben  besonders  lange 
Blinddarmsäcke, welche Verdauungsfunktionen übernehmen. Blinddarmlosung unterscheidet sich in 
Konsistenz,  Farbe  und  beißendem  Geruch  von  „normalem“  Losungsmaterial.  Über  die 
Vergleichbarkeit  von  Hormonmessungen  aus    solchen  Proben  ist  in  der  Literatur  nichts  bekannt 
(Klasing 2005). Um zu testen, ob die Verweildauer und spezifische Fauna im Darm einen Einfluss auf 
die  Zusammensetzung und Metabolisierung der  Steroide hat, habe  ich  zusätzlich Blinddarmlosung 







Es  wurde  radioaktiv  [3H]‐markiertes  Kortikosteron  injiziert  und  dessen  Ausscheidungsform  und 







Hennen  standen  je  Tier  2  m2  zur  Verfügung.  Für  die  Wachteln  war  1  m2  Käfigfläche  pro  Vogel 
ausreichend. Alle  Versuchstiere  hatten Holzboden mit  Einstreu  aus  Sägespänen,  sowie  ad  libitum 
Zugang zu Wasser und der gewohnten Futtermischung.   
Nach Abgabe einer Losung als „Kontrollprobe“ zwischen 8:00 und 9:00h wurde die Behandlung mit 
[3H]‐markiertem  Kortikosteron  gestartet.1  Jedes  Tier  wurde  mit  je  1.7  MBq  von  [H3]‐markiertem 
Kortikosteron ([NET‐399; [1, 2, 6, 7‐3H(N)]‐corticosterone; 2830.5 GBq/mmol; New England Nuclear, 
Dreieich, Germany]) gelöst  in 0.5 ml physiologischer Lösung  (0.9 % NaCl)  in die Flügelvene  injiziert 
(Rettenbacher et al. 2004; Baltic et al. 2005). Ab diesem  Zeitpunkt wurde  jede  Losung  vollständig 
gesammelt  und  spätestens  alle  2h  bei  –20°C  tiefgefroren  gelagert.  Alle  Arbeiten  wurden  mit 







zu  den  100 mg  jeder  Probe  0.5 ml Wasser  und  0.75 ml Methanol  gegeben  und  diese  Lösung  15 
                                                 
1 Tierversuch genehmigt durch die Steiermärkische Landesregierung (FA10A – 78Hi3/2007–1) 
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Minuten  lang,  100  Mal  pro  Minute,  geschüttelt.  Methanol  löst  (extrahiert)  die  fettlöslichen 
Steroidmetaboliten aus der Losung in wässriger Phase. Nach dem Schütteln wurden die Proben eine 
Minute  lang zentrifugiert, um die  fasrigen /  festen Bestandteile der Probe vom  flüssigen Extrakt zu 
trennen. Auch die Caecumproben wurden immer gleich behandelt. 
 
Aus dem wässrigen  Extrakt wurden  100 µl  für die Radioaktivitätsmessung  herangezogen. Weitere 
200 µl wurden für die Dünnschichtchromatographie benötigt. Da man den Wasseranteil der Lösung 
für die Dünnschichtchromatographie nicht braucht, wurden die 200 µl unter Stickstoff eingedampft 
und  mit  100  µl  Methanol  wieder  aufgenommen.  Davon  wurden  50  µl  mittels  Linomat  auf  die 
Dünnschichtchromatographieplatten (Kieselgel 60, F254) strichförmig aufgesprüht. 
Auf  jede  Platte wurden  dreifach  Standardproben mit  bekannter  Zusammensetzung  zum Vergleich 






den  großen  Polaritätsbereich  der  ausgeschiedenen  Metaboliten  abzudecken.  Zwischen  den 
Chromatographieschritten wurden die Platten im Trockenschrank getrocknet (50°C). Nach der dritten 
Chromatographie erfolgte die Trocknung mittels eines Föhns und die Zonen  (Spots), an denen sich 
Radioaktivität  auf  der  Platte  befand  wurden  mittels  eines  ß‐Imager  detektiert.  Hoch  polare 
Metaboliten  weisen  in  diesem  chromatographischen  System  nur  eine  kurze  Laufstrecke  auf, 
hingegen  wanderten  apolare  Metaboliten  deutlich  weiter.  In  meinem  Versuch  wurden  drei 






Weiters  untersuchte  ich,  ob  die  polaren  Metaboliten  nach  enzymatischer  Dekonjugation  bzw. 
Säurehydrolyse ein anderes chromatographisches Verhalten aufweisen. Steroidhormone sind schwer 
wasserlöslich.  In  ihrer  Ausscheidungsform  liegen  sie  als  Glukuronide  (an  Glukuronsäurereste 
gebunden) oder  als  Sulfate  (an  Schwefelsäurereste  gekoppelt)  vor.  In dieser  Form haben  sie  eine 
hohe  Polarität,  d.h.  sie  sind  (wasser‐)löslicher  und  machen  somit  den  „(Ab‐)Transport“  über  die 




Um  verschiedene  immunreaktive  Kortikosteronmetaboliten  in  den  Extrakten  der  Kotproben  zu 
ermitteln,  wurde  eine  High  performance  liquid  chromatography  –  Chromatographie  (HPLC)  an 
ausgewählten  Proben  angewandt.  Dafür  habe  ich  acht  extrahierte  Proben  verwendet.  Von  jeder 
Spezies  wurden  ein  männliches  und  ein  weibliches  Individuum  herangezogen  und  von  jedem 
Individuum  wurden  eine  Probe  des  ersten  Ausscheidungsmaximums  und  eine  des  zweiten 




Von  jeder  Fraktion  wurde  die  Radioaktivität  mittels  Szintillationszähler  bestimmt.  Mittels 
Enzymimmunoassays  wurden  im  Labor  zwei  Gruppen  von  Glukokortikoidmetaboliten  bestimmt, 
nämlich  immunreaktives Kortison  (wie bei Rettenbacher et al. 2004) und Tetrahydrokortikosteron. 
Für jede Probe wurden die drei Messungen entlang derselben x‐Achse dargestellt. Eine Überlappung 
von  Radioaktivität  und  Immunreaktivität  im  Immunogramm  würde  bestätigen,  dass  der 











Ausscheidungsprodukte  in  der  Kloake  enden,  ist  genau  genommen  der  zweite  Peak,  immer  mit 
einem gewissen Urinanteil kontaminiert (Klasing 2005). 








zweite  Peak  nach  270 Minuten  bzw.  150 Minuten.  Zeitlich  gesehen, waren  bei den Wachteln die 
Männchen und die Weibchen ungefähr gleich  schnell beim Ausscheiden der  radioaktiv markierten 








Für die Dünnschichtchromatographie wurden  von  jedem  Individuum die Metaboliten  eines  ersten 
Ausscheidungsmaximums und eines  zweiten Ausscheidungsmaximums  verglichen. Die Metaboliten 





Geschlechtern,  enthielten  die  zweiten  Ausscheidungsmaxima  mehr  Metaboliten  als  die  ersten 
Ausscheidungsmaxima.  Bei  den  Wachteln,  bei  beiden  Geschlechtern,    hatten  beide 
Ausscheidungsmaxima  eine  ähnliche  Anzahl  an  Metaboliten,  aber  unterschiedliche  Metaboliten. 

















Dabei  kann  es  sich  potentiell  um  nicht  enzymatisch  hydrolysierbare  Sulfate  oder  vielfach 















Bei den Caecumproben habe  ich eine wesentlich höhere Anzahl  an Banden  festgestellt  als  in den 

















In  diesem  Fall  hat  die  HPLC  keine  eindeutige  Überlappung  zwischen  Radioaktivität  und 









auch  hier  anhand  der  Radioaktivität  bestätigt  werden  können,  jedoch  nicht  unbedingt  den 
Hauptmetaboliten. Zusammenfassend sei noch darauf hingewiesen, dass obwohl der Kortisonassay 
bei einer Reihe von Hühnervogelarten als akzeptabel validiert und angewendet wurde  (Thiel et al. 


































Abb.  1:  Dünnschichtchromatographieplatte  mit  aufgetragenen  Proben  einer  männlichen  Wachtel 
nach  der  Radioaktivitätsmessung  im  ß‐Strahlungsmessgerät.  Auf  jede  Platte  wurden  auch 
Kontrollpunkte  einer  Standardprobe mit bekannter  Zusammensetzung  zum Vergleich  aufgetragen. 
Die  Standardprobe  enthielt  von  unten  nach  oben  auf  jeder  Platte  Kortikosteron,  Progesteron, 
Östronsulfat, Cortisol und Östronglucuronid. Die Standardprobe wurde am linken Rand, in der Mitte 







Abb.  5a  u.  5b:  Auftrennung  der  ausgeschiedenen  Kortikosteronmetaboliten  durch  HPLC  (a)  bei 
Hühnern, (b) bei Wachteln. Die Pfeile  in 5a zeigen ungefähr den Kortisonassay von Rettenbacher et 
al.  (2004).  THK  steht  für  Tetrahydrokortikosteron.  Dpm  bedeutet  decay  per minute/  radioaktiver 
Zerfall  pro Minute.  Es  zeigt  sich,  dass  sich weder mit  Kortison  noch mit  Tetrahydrokortikosteron 


















Probe 41 - Haushahn
Fraktion

















dpm / 10 ul
32a: pg / 10 ul
50c: 10 x pg / 10 ul 
probe 162 - Haushuhn
Fraktion








dpm / 10 ul
32a: pg / 10 ul
50c: 5 x pg / 10 ul
Abb. 5a: HPLC - Ergebnisse
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Probe 267 - Wachtel, weiblich
Fraktion






dpm / 10 ul
Kortison: pg / 10 ul
THK: 5 x pg / 10 ul
Probe 378 - Wachtel, männlich
Fraktion










dpm / 10 ul
Kortison: pg / 10 ul
THK: 30 x pg / 10 ul







dicke Linie:Haushuhn -1. Peak
Fraktion







dicke Linie:Haushahn - 1. Peak
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dünne Linie: Haushahn - 2. Peak
Fraktion













dicke Linie: Wachtel, weiblich - 1. Peak
Fraktion


















dünne Linie: Wachtel, männlich - 2. Peak
5
10
dünne Linie: Wachtel, männlich - 2. Peak
Fraktion






Wachteln  (Coturnix  japonica)  eignen  sich  durch  ihre  schnelle  Generationsfolge  und  ihre  kleine 
Größe sehr gut als Labortiere. Die Messung der Ausscheidungsmetaboliten von Kortikosteron erwies 
sich jedoch, im Gegensatz zum Haushuhn, als bisher nicht durchführbar. Ziel dieser Diplomarbeit war 
es,  Ausscheidungsverlauf  und  Eigenschaften  von  Kortikosteronmetaboliten  im  Kot  von  zwei 
Hühnervogelarten,  den  Wachteln  und  den  Hühnern  (Gallus  gallus  domesticus)  darzustellen. 
Kortikosteron  gehört  zu  den  Glukokortikoiden,  das  sind  Nebennierenrindenhormone,  deren 
Konzentration bei Belastung ansteigt um zusätzliche Energien zu mobilisieren.  
In dieser Arbeit wurden mit Hilfe  von Dünnschichtchromatographie und  radioaktiven Markern die 
Ausscheidungsmetaboliten  von  Kortikosteron  bei Hühnern  und Wachteln  analysiert.  Kortikosteron 
wurde zwar injiziert, aber selber in den Losungen nicht wieder gefunden. 
Zusätzlich  wurden  Blinddarmlosungen  gesammelt,  um  deren  Zusammensetzungen  und  die 
Unterschiede zu den anderen Losungen zu sehen. 
Um  verschiedene  immunreaktive  Kortikosteronmetaboliten  in  den  Extrakten  der  Kotproben  zu 









excreta  is essential before  immunoreactive measurements are  interpreted as biologically  relevant. 
We compared  the kinetics of excretion and  the metabolization of  [3H]‐corticosterone  in males and 
females of two galliform species, Japanese quail (Coturnix japonica) and domestic fowl (Gallus gallus 
dom.).  All  animals  were  injected  with  [3H]‐labeled  corticosterone  and  droppings  were  collected 





for  qualitative  analyses  of  excreted  metabolites  using  thin  layer  chromatography  (TLC).  TLC 
separated  at  least  seven  radioactive  corticosterone  metabolites  (CM)  in  the  droppings  of  both 
species; corticosterone itself was not present in droppings. The quantity and quality of excreted CM 
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